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2Bevezető
A malignus transzformáció hátterében fennálló genomikus elváltozások az egyes 
daganatsejtekben nagyon különböző funkcionális eltéréseket eredményezhetnek. Az eltérések 
jelentős mértékben befolyásolják a betegség kezelése során alkalmazott therapiás eszközök 
hatékonyságát A daganatsejtek érzékenysége klasszikus chemotherápiás szerekre (sejtciklus 
blokkolók, enzimgátlók, receptorblokkolók), de immun- és génterápiás beavatkozások esetén 
is biológiai változók függvényei. Ezért klinikailag is indokolt -  speciális diagnosztikai 
igények kielégítésére -  olyan módszerek kifejlesztése, melyek sejtszinten, a molekuláris 
diagnosztikai módszerek kiegészítéseképpen, lehetővé teszik ugyanazon neoplasztikus sejtek, 
ill. sejtpopulációk pontos vizsgálatát mind genomikus, mind expressziós szinteken.
Az utóbbi 30 év robbanásszem fejlődése a számítógépes tudományok terén a sejtanalitikai 
lehetőségeket is jelentősen kibővítette. Ennek köszönhetően jelenleg szinte valamennyi 
típusú fluoreszcens és nem-fluoreszcens jelölési módszer in situ mennyiségi vizsgálata 
lehetséges. Mikroszkópos szinten -  változatlanul - klinikailag is igen értékes információk 
nyerhetők genomikus és expressziós szinten egyaránt.
Célkitűzések
Jelen értekezés olyan módszertani törekvéseket ismertet, melyek lehetőséget nyújtanak -  
áramlásos cytometria és digitális képanalízis segítségével -  az említett változók párhuzamos 
in situ tanulmányozására, egyazon eljárás keretében. Munkánk során a daganatsejtek
viselkedését a sejtproliferáció, nucleoláris (rDNS) aktivitás, a sejtmag DNS-tartalom............
változása és specifikus chromosomális elváltozások bemutatása kapcsán kíséreltük meg 
megközelíteni.
Egyik célkitűzésünk az akrocentrikus chromosomákon lokalizált argyrophil NOR 
szekvenciák működésének fluoreszcens láthatóvá tétele, az AgNOR mennyiségi 
meghatározása és dinamikájának részletes tanulmányozása volt.
Másrészről egyes tumorsejtek specifikus molekuláris cytogenetikai jellegzetességeinek 
kivizsgálására immunfenotipus, DNA-tartalom és in situ hibridizáció (FISH) kombinációjából 
álló, automatizált vizsgálatok kikísérletezésére vállalkoztunk.
3Eredmények
1. A riboszomális gének (rDNS) aktivitásának, valamint a sejt DNS-tartalmának 
párhuzamos vizsgálatára új áramlásos cytometriás eljárás került kidolgozásra. A 
sulfhydryl-csoportok kimutatására bevezetett kumarin alapú CPM fluoreszcens festés 
jól reprezentálja az ezűstözéses módszerrel láthatóvá tehető AgNOR-okat. Az eljárás 
lehetővé teszi a nucleoláris rDNS aktivitás és a nuclearis DNS tartalom párhuzamos 
vizsgálatát. A módszer segítségével jelentős különbségek voltak észlelhetők nem 
transzformált normál növekedésű és daganatos sejtek között.
2. Specifikus monoclonalis antitestek és DNS-tartalom mérés alkalmazásával elsőként 
közelítettük meg a nucleoláris organizációs régió (NOR) lokalizációja fehérjék 
dinamikáját stimuláció és differenciálódás során. A nucleolin (C23) és a fibrillarin 
fehérjék expresszióváltozása jelentősebb időbeli eltérést mutatott, általánosságban 
azonban valamennyi jelölés jól reprezentálta a fokozott avagy csökkent sejtaktivitást.
3. A daganatsejtek DNS-tartalmának, metafázis és interfázis cytogenetikai eltéréseinek 
összehasonlítása leukémiában az alkalmazott módszerekkel eltérő eredményekre, a 
technikák kiegészítő jellegére hívta fel a figyelmet. Az egyes daganatsejtek szintjén az 
elváltozások nagyonis különbözhetnek, ami a tumorsejtpopulációkban tapasztalt 
funkcionális heterogenitás molekuláris mechanizmusaira világít rá.
4. Ezen okokból érdeklődésünk középpontjába kerültek az olyan lehetőségek, amelyek 
nem a sejtpopuláció szintjén, hanem az egyes sejtekben kimutatható egyedi 
elváltozásokat reprezentálják. Többparaméteres immunológiai és molekuláris 
cytogenetikai vizsgálatok céljára kifejlesztésre került egy automatizált mikroszkópos 
képanalizáló rendszer, mely lehetővé teszi akár igen ritkán előforduló tumorsejtek 
érzékeny kimutatását és részletes funkcionális analízisét sorozatvizsgálatok 
formájában. A módszer elsőként neuroblastoma sejtek quantitatív csontvelői 
kimutatására és cytogenetikai jellemzésére került alkalmazásra.
5. A ritka tumorsejtek mennyiségi meghatározása jelentős klinikai igény, mivel rajta 
keresztül lehetséges az alkalmazott terápiák hatékonyságának lemérése. Automatizált 
képanalízis keretei erre is kiváló lehetőséget biztosítanak. Kísérleteinkben 1/10 millió 
sejt érzékenység mellett is ugyanolyan eredményességgel lehetett molekuláris és 
funkcionális vizsgálatokat végezni, jelentősen növelve ezzel a minimális reziduális 
betegség (MRD) kimutatásának hatékonyságát.
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